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@ Btfunktioneite Proteine 

Gentechnisch erhaltliche bifunktionelle Proteine aus ei* 
nem lnterleukin-2 und einem Granulozyten-Makrophagen- 
»Colony Stimulatingt-Faktor-Anteil wersen die btologische 
Aktivitat beider Komponenten auf, leichnen sich aber durch 
erhohte Stabilitat aus. Diese Proteine sind somit Afzneimit- 
tet, die fur die Behandlung maligner Neubildungen geeignet 
sind. 
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Paienianspruche 

1. Bifunktionelle Proieine. besiehend aus einem biologisch akiiven lnterIcukin-2 (IL-2)- und eincm Granuio- 
zytcn-Makrophagen-Xolony SiimuIaiing*'-Faktor(GM-CSF)-AnteiL 

2. Protein nach Anspruch 1. dadurch gekcnnzeichnci, daB die beiden biologisrh aktiven Protein-Anteile 
Ober eine Brflcke aus 1 bis et wa 1 2 genetisch codierbaren AminosSuren verknupfi sind. 

3. Protein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnei. daB die BrQcke der Formel (II) 

- Asp - (AS)a - Pro - (II) 

enisprichu wobei x eine ganze Zahl von 1 bis 1 0 bedeuiei und As eine genetisch codlerbare AminosSure mit 
Ausnahme von Cys isi. 

4. Protein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. daD das Bruckeiif;lied (AS), die Aminosaurcnfolg'^ 

- Asp - Pro - Met - lie - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 
bedeutet. 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekcnnzcichnct, daQ N-ter- 
minal der IL-2-Anteil und C-terminal der G M-CSF- Anteil angeordnet ist. 

6. Verfahren zur Hersiellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzeichnei. 
daB man ein fiir diese Protcine codicrcrdes Gen konstruicri und in einer WirtszcIIe cxprimien, 

7. ArzneimitieK besrehend aus einem Protein nach Anspruch I bis 5. gegebcnenfalls in Kombinaiton mil 
einem pharmakoiogisch gceignetcn TrSger. 



^ Beschreibung 

Inierleukin-2. im folgendcn IL-2. wirki als T-Zcllwachstumsfakior. IL-2 verstarki die Aktiviiai von "Kil- 
ler"-Zeilen wie NK (Natural Ki!lcr)-Zellcn. zyioioxischen T-Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer)-Zcl- 
len. 

Cranulozyien-Makrophagcn-Xolony Stimulaiing"-Fakior. im folgenden GM-CSF, hingegen stimuliert die 
Granulozyien- und Makrophagenbildung aus hamatopoetischen Vorlauferzellen. Die Kombinaiion der beiden 
biologischen Aktivitaien ist fiir die Tumorbehandlung mit und ohne Zyiostatikagabe inicressani. IL-2 und 
GM-CSF ^ind jedoch unterschiedlicli stabil was zu Problemen bei der direkten Vcrabrcichung der beiden 
Komponenten und somii zu einer Vcrminderung des thcrapcutischen Erfolges fiihren k;mn. 

Das Problem der untcrschicdiichcn Siabilililt kann erfindungsgcmaB dadurch gclbst werdcn. daQ man dicsc 
beiden Protcine zu eincm bifunktionellen Protein vcrkniipft. 

f:s \\ urdcn bereiis Fusionsproicinc der allgcmcincn Forme! 

(la) 

Met - X - Y - Z 
Oder 

Met-Z-Y-X (lb) 

/ur geniechnischen Hcrsieilunn von gegebcnenfalls modifizicrtcm G.M-CSF vorgeschlagcn. in dcncn X im 
uesenilichen die Aminosaurcrf'Wgc der ersten ctwa 100 Aminosiiuren von vorzugswcise mcnschlichem IL-2 
bedeutet. Y eine direkte Bindung bcdeutei. falls die zum gcwunschten Protein benachbanc Aminosaurc oder 
Atnmosiiurenfolge cine Abspaltung des gewiinschtcn Proicins ermoglichi. oder andernfalls ein Bruckenglied aus 
erner oder mehreren genetisch codierbaren Aminosiiuren, das die Abspaltung ernoglicht. und Z eine Scqueriz 
aus genetisch codierbaren Aminosiiuren ist. die das gewunschte GM-CSF-Proiein darsieilt. Man kann hierbei 
auch die fiir I L-2 codierende DN A-Sequenz - mehr oder wcniger - bis zum Fnde nutzen und so - gegebcnen- 
falls modifizieries - biologisch akiives IL-2 als "Ncbcnproduki" erzeugen (Deutsche Paicnianmeldune P 
35 45 568.3). ^ 

Die Erfindung beirifft demgcgcnubcr solche Fusionsproteine zur Anwendung in Verfahren /ur thcrapcuti- 
schen Behandlung des menschlichen Korpers bzw. Arzneimittel. die solche Fusionsproteine enihalten oder aus 
solchen Fusionsproieinen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung beiriffi die Vcrwendung dieser Fusions- 
proteine zur Hersiellung eines Arzneimittels zur Behandlung maligner Neubildungen. 

Das erfindungsgcmaB cingeseizte Fusionsprotein besieht also aus zwei biologisch aktiven Komponenten. und 
zwar emerseiis aus einem IL-2-Anieil. der in an sich bekannter Weise modifiziert sein kann. und andererseiis aus 
cmem GM-CSF-Anieil. der cbcnfalls modifiziert sein kann, und gegebenenfalls einem Bruckenglied cnispre- 
ehend der Defmuion Y in den vorsiehend angegebcncn Formeln. Vorzugsweise entspricht die Anordnung der 
beiden Komponenten der Formel la. Das crfindungsgemaBe Prinzip kann auch zur Hersiellung anderur neuarti- 
ger bifunkiioncllcr Protcine dicncn. 

Die Figur /eigt die Konsiruktion des Plasmids pB3a das fur ein crfindungsgcmaBcs bifu-kiionelles Protein 
(.'odiert. 

Modifikationen des lL-2Molcku!s sind bekannt. wobei hicr beispiclhaft nur auf die curopiiischen l*uicntan- 
ineldungen mil den Vcroffentiiehungsnummcrn (im folgendcn RP-A) 0091 539. 01 09 748. 01 18617. 01 36 489 
nnJOl t)3 :4Q veruiesen sein s(»ll. Wciterhin wurde in der deuischcn Patenianmeldun^^ P 35 J7 4bl.bein lL-3-Oe- 
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rivat vwrgcschlagcn. bci dem N-tcrminal die ersien sicbcn Aminosauren delciicrt sind. Modifikaiionen des 
CM-CSF-Molckilh wurdcn in dcr deuischcn Patentanmcldung P 35 45 568J vorgcschlagcn. 

Weiiere Abwandlungcn dcr bciden aktiven MolckOlantcilc kOnnen in an sich bckanntcr Weise v rgenommen 
werden, w bci hicr bcispielhafi nur die spezifische Muiagenese crwahni sei. 

Das BrQckenglicd Y hai vorteilhaft die Formcl II ^ 

-Asp -(As), -Pro- (") 

in dcr x cine ganzc Zahl bis zu 10 und As cine belicbige, gcnciisch codierbarc Aminosaurc nui Ausiuhmc von 
Cystein bedeuten. 

Vorteilhaft ist in der Formcl II am linken Ende dcr IL-2-Antcil und folglich am rechten Ende dcr GM-CSF-An- 
tei! angeordnet. 

Einc besonders bcvorzugtc Ausgestaliung von Y wcist die Aminosaurenfolge 
_Asp-Pro-Mct-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp-Pro- »5 

auf, wobei ebenfalls vorzugswcise der IL-2-Anteil am linken Ende und der GM-CSF-Antcil am rechten Ende 

angeordnet sind • , . , 

Die Expression der erfindungsgemaOcn bifunktionellen Proteine kann in an sich bckanntcr Wcise crfolgen. In 
baktcricllen Expressionssystcmcn kann der Weg dcr Dircktexpression cingeschlagcn werden. HierfOr eignen 20 
sich allc bekannien Wirts-Vekior-Systeme wie Bakterien der Arten Streptomyces. B. subtilis. Salmonella typhi- 
murium cder Scrratia marccsccns. insbesondere E colL 

Die DNA-Scquenz, die fQr das gewOnschic Protein codicrt. wird in bckanntcr Weise in einen Vekior einge- 
baut, der in dem gcwahlien Exprcssionssystem cine guie Expression gcwahrleisiet 

Hicrbei wahli man zwcckmaOig den Promotor und Operator aus dcr Gruppe trp. lac. tac, Pl oder Pr des 2S 
Phagen hsp. omp oder einen syntheiischen Promotor, wie sic bcispiclswcisc in der deutschcn Offenlcgungs- 
schrifi 34 30 683 bzw. in der EP-A 01 73 149 beschricben sind. Vorteilhaft ist die tac-Promotor-Operator-Se- 
quenz. die inzwischen handclsOblich ist (z. B. Expressionsvektor pKK223-X Pharmacia, "Molecular Biologicals. 
Chemicals and Equipment for Molecular Biology", 1984, S. 63). 

Bci der Expression des erfindungsgemaOcn Proteins kann es sich als zweckmaDig erwcisen. cinzelne Tripletis 
der ersten Aminosauren nach dem ATG-Start-Codon zu vcrandern, um einc eventuelle Basenpaarung auf der 
Ebene der mRNA zu verhindern. Solche Veranderungen wie Deleiionen oder Addiiioncn cinzclncr Aminosau- 
ren sind dem Fachmann gclaufig und ebenfalls Gegcnstand der Erfindung. 

Fur die Expression in Hefen - bevorzugt S. cercvisiae — verwendet man zwcckmaOig cin Sekreiionssysiem. 
beispielsweise die heterologe Expression iiber das a-Faktor-Systcm, das mchrfach beschricben ist. 

Fiir die Expression des bifunktionellen Molekuls in Hefe ist es vorteilhaft, wenn in dem bifunktionellen Protein 
dibasische Pepiidsequenzcn sowic Glykosylierungsstellcn durch entsprcchenden Ausiausch einzelner Amino- 
sauren zersion werden. Hicrbei ergeben sich viele Kombinaiionsmdglichkciten. die auch die biologische Wir- 
kung beeinflussen konnen. 

Die Expression von IL-2 in Hefe ist aus der EP-A 01 42 268 bekannt. von GM-CSF aus der EP-A 01 88 350. 40 
Die Verabrcichung dcr erfindungsgemaOcn bifunktionellen Proteine enispricht derjenigen der bciden Kom- 

ponenten. Wegen der grftOeren Stabilitat ist jedoch in vielen Fallen cine geringerc Dosicrung mdglich, die sich 

im unteren Bereich der bisher vorgcschlagcnen Dosierungen hall. 
In den folgendcn Beisniclen wird die Erfindung naher eriauiert. Prozcntangaben und Relaiioncn beziehen sich 

auf das Gewichu sofern keinc andem Angaben gemachi sind. <5 
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Beispiel 1 

Das Plasmid ni59/6(EP-A2 01 63 249, Fig, 5;(l) in der vorliegenden Figur) enihaii zwischen einer EcoRl- und 
eincr Sall-Schniiistelle ein synthetisches, fOr IL-2 codierendes Gen. Die DNA-Sequenz fOr dieses Gen ist in der 50 
genannten EP-A2 als "DNA-Sequenz T wicdergegeben. Im Bereich dcr Tripletis 127 und 128 befindei sich eine 
Taql-Schnittsielle. Aus diesem Plasmid wird, durch Schneiden mil EcoRI und TaqI, die !L-2-Teilsequenz (2) 
herausgeschnitien und isoliert, 

Aus der EP- A2 01 83 350 ist das Plasmid pHG23 (3) bekannt, das fiir GM-CSF codiert. Die GM-CSF-cDN A ist 
in Fig. 2 dieser EP-A2 wiedergegeben. Das Plasmid pHG23 wird erhallcn, wenn man die cDNA-Sequenz in die 55 
Pstl-Schniitstellc von pBR322 einbaul, wobei einerseits von der Psil-Schnittstclle beim 5'-Endc und andererseiis 
von einer durch GC-Talling" eingefuhrten Psil-Sielle am 3'-Ende Gebrauch gemacht wird. Aus diesem Plasmid 
wird durch Schneiden mil SfaNI und Psil die DNA-Sequenz (4) isoliert. die den grdOlcn Teil des GM-CSF-Gcns 
enthalt. 

Nachder Phoshii-MethodewirddasfolgcndeOligonukieotid(5)syntheiisiert: 60 
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Met 
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TAG 


TAG 


AGA 


TGG 


GAG 


CTG 
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TAG 


TAG 



(Taql) 



Thr 


Thr 


Tyr 


Ala 


Asp 


Asp 


Pro 


(Ala) 


(Pro) 


ACC 


ACC 


TAT 


CCG 


GAC 


GAT 


CCG 


GC 




TGG 


TGG 


ATA 


CGC 


CTG 


CTA 


GGC 


CGT 


GGG 



(SfaNI) 



:o Das Oligonuklcoiid (5) ergSnzi am 5'-Ende die DNA-Sequenz von IL-2. wobei jedoch in Position 1 33 anstelle 
von Thr Asp sieht. Am 3'-Ende dieses Oligoaukleoiids finden sich die Nukleotide. die durch Schneiden mit SfaNI 
aus der cDNA weggefallen sind. 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEWlOOO(6) isi in der(nicht vorverdffeniIichlen)deutschcn Patent- 
anmetdung P 35 41 8567 vorgeschlagen (Fig. 1). Dieses Plasmid ist ein Derivat des Plasmids ptac 1 1 (Amann et 

35 aL Gene 25 (1983) 167* 178X bei dem in die Erkennungsstelle fQr EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut 
wurde. die eine SaII*Schnittstelle enth&lt Man erhSlt so das Expressionsptasmid pKK 1 773. Durch Insertion des 
lac-Repressors (Farabaugh, Nature 274 (1978) 765—769) erhfllt man das Plasmid p|F118. Dieses wird an der 
singul&ren Restriktionsschnittstelle ftir Aval gedffnet und in bekannter Weise durch Exonuklease-Behandlung 
um etwa 1000 bp verkUrzt und ligiert. Man erh^lt das Plasmid pEWlOOO (6). Durch Offnen dieses Plasmids im 

30 Polylinker mit den Enzymen EcoRI und PstI erh^lt man das linearisierte Expressionsplasmid (7). 

Diese linearisierte Plasmid-DNA (7) wird nun mit dem DNA-Fragment (2). das fur die IL-2-Sequenz codiert, 
mit dem synthttischen Oligonukleotid (5) und mit dem cDNA-Fragment (4) ligiert. Es cntsteht das Plasmid pB30 
(8). das in den E. coli-Stamm McI06l transformiert wird. Die Plasmid-DNA cinzelncr Klone wird isoliert und 
durch Restrikiionsanalysc charakterisiert, 

BcispicI 2 

Kompetenie Zellen des E. coli-Stammes W31 10 werdcn mit dem Plasmid pB30 (8) transformiert. Eine Ubcr- 
nachtkuliur des Stammes wird mit LB-Medium (J. H. Miller. Experiments in Molcc. Gen., Cold Spring Harbor 

40 Lab.. 1972). das 50^g/ml Ampicillin enth^lt. im Verh^ltnis von etwa 1 : 100 vcrdiinnt und das Wachstum iibcr 
OD-Messung verfolgt. Bei OD - 0.5 wird die Kultur auf eine Konzentrntion von 2mM lsopropyl*/^galaciopyra- 
nosid (IPTG) eingesteitt und die Bakterien werden nach 150— 180 Minutcn abzentrifugiert. Die Bakterien 
werden ca. 5 Minuten in einer Puffermischung (7M Harnsioff, 0J% SDS, 0.1 M Nairiumphosphat, pH 7,0) 
behandeii und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgctragen. Die Expression des bifunkiionelien 

45 Proteins wird so bestStigt. 

Die angegebenen Bedingungen geltcn fur Schuitelkuliurcn; bei groQercn Fermcniationen sind cntsprcchcnd 
verandeneOD-Werte. Nahrmedien und variiertc IPTG-Konzentrationcn zwcckniaBig. 



Beispiel 3 

50 

Nach Induktion werden E. coli W31 10-Zellen. die das Plasmid pB30(8) enthaltcn. ab/cntrifugiert. in Natrium- 
phosphatpuffer (pH 7) resuspendiert und e.-'neut abzentrifugiert. Die Bakterien werden in dem gleichen Puffer 
aufgenommen und anschlieBend aufgeschlossen (French Press, ®Dyno-Miihle). Der ZellaufschluQ wird abzentri- 
fugiert. Oberstand und Sediment werden mittels SDS-Polyacrylamidelektrophorese wie im Beispiel 2 beschrie- 

55 ben analysiert. Nach Anf^rben der Proteinbanden zeigt sich. daO das bifunktionclle Protein im Sediment des 
Aufschlusses gefunden wird Das Sediment wird mehrmals mil chaotropen Puffcrn und zuicizt mil Wasscr 
gewaschen. wobei das gcwunschte Protein weiter angereichert wird. In der wiOrigen Proteinsuspcnsion wird 
anschlieBend die Proteinkonzentration bestimmt. Die Suspension wird nun auf eine Konzentration von 5M 
Guanidiniumhydrochlorid und 2 mM Dithioihreilol (DTT) eingestellt. Das Gemisch wird ca. 30 Minuten unier 

bO Siicksioff geriihri und anschlieBend mit 50 mM Tris-Puffer (pH 83) so verdiinni. daB die Proteinkonzentration 
100 ng/ml ergibi. Nun wird gegen diesen Tris-Puffer dialysieri und nach 2maligem PufferwcchscI gcgen Wasscr 
dialysiert. Das so behandelte Protein wird sieril filiriert und auf seine biologische Aktiviiai iibcrpriift. Es zeigt 
sowohl im lnierlcukin-2-abhangigen CTLL 2 Zellproliferaiionstesi als auch im humanen Knochcnmarksicsi 
voile biologische Wirkung.Gcmischie Kolonicn uus Granulozyien und Makrophagcn werden dabci bcobachicL 

h', Oas bifunktionclle Protein kann uber Inlerleukin-2-spe/.ifische Affiniiatschromatographic wcitcr gcrcinigi 
werden. Das Protein ist auch dann in beiden Tests akiiv. F.in E. coli-Exirakt des nichiiransformicrtcn Sian)nies 
W3 1 1 0. der wie beschrieben bchandeli wurde. zcigl dagegen keine Aktivitat. 

Fur die lechnische Herstellung des Produktes sind andcre. an sich bekannte Rcinigungsvcrfahrcn /wcckmaCig 
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2 3 
SfQNl (Pro) AlQ 



(SfoNl) 



(A) 



(Pstl) 



128 (133) 

lie lie Ser Thr Leu Asp Pro Mel lie 

CG ATC ATC TCI ACC CTG GAC CCG ATG ATC 

c^ni v 1 . ^AG AGA TGG GAC CTG GGC TAC TAG 
Smaumal JqqI) 

BamHl V 1 2 

SallAcclHincIl Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Pro (Alo) (Pro) 
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(5) 



Pstl 
Hind 111 
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ACC ACC TAT GCG GAC GAT CCG GC 
TGG TGG ATA CGC CTG CTA GGC CGT GGG 

(SfoNl) 

3 G^ 
CTTAA ACGTC 



(EcoRl) (Pstl) 
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